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植物 原生 质 体 的 纯化 
KERO Ex# 


(中 国 科学 院 昆 明 植物 研究 所 )》 


摘 要 
本 文 叙述 了 用 改良 离心 管 漂洗 纯化 原生 质 体 中 的 细胞 和 亚 细 胞 碎片 的 方法 。 在 这 方法 中 使 用 了 一 个 通 
斌 的 带 有 小 细 管 的 改良 离心 管 。 经 过 这 种 纯化 ， 原 生 质 体 的 产量 是 较 高 的 。 玉 米 〈Zea mays L.) 254038 
鲜 重 平均 收获 6,2 x 1054 AE eK, MA (Petunia hybrida Vilm.) 叶 每 克 鲜 重 平均 收获 2.7 x105 个 原 
生 质 体 。 纯化 后 植物 原生 质 体 的 活力 是 较 高 的 ， 当 培养 时 ， 观 察 到 玉米 村 原 生 质 体 的 细胞 分 裂 ; 矮 达 牛 叶 
片 原 生 质 体 进行 了 细胞 分 裂 ， 并 发 育成 钝 伤 组 织 ， 愈 伤 组 织 转移 到 分 化 培养 基 上 长 出 了 根 。 


自从 Cocking 1960 年 G] 用 酶 法 从 高 等 植物 细胞 分 离 出 原生 质 体 以 来 ， 植 物 原生 质 
体 已 用 在 很 多 植物 科学 的 研究 中 。 但 在 用 酶 法 降解 植物 组 织 的 细胞 壁 后 所 得 到 的 产物 
中 ， 有 未 被 酶 分 解 的 大 于 原生 质 体 的 碎片 〈 可 以 用 孔径 50 一 100km 的 尼龙 丝 网 或 不 锈 钢 
丝 网 过 滤 除 弃 ) 以 及 小 的 细胞 和 亚 细 胞 水 平 的 碎片 ， 未 去 壁 的 细胞 、 破 碎 的 细胞 、 破 碎 
的 原生 质 体 、 线 粒 体 和 叶绿体 等 。 在 一 般 离心 洗涤 的 情况 下 ， 除 去 这 些 混杂 的 小 碎片 是 
较 困 难 的 。 目 前 使 用 的 纯化 方法 主要 有 两 类 :使 原生 质 体 集中 在 西 相 界面 (Kanai 等 
197302) Larkin 197609) )， 用 这 一 方法 来 纯化 原生 质 体感 到 很 不 方便 。 另 一 类 方法 是 
使 原生 质 体 漂浮 于 蓄 糖 或 其 他 溶液 的 表面 ， 而 使 这 些小 碎片 沉 在 溶液 的 下 层 (Evans 等 
1972049 , Grout 等 1974C5] ，Cocking % 197409) ，Kartha % 197400) ,) 此 类 方法 比 前 
一 类 方法 使 用 方便 。 但 在 用 滴 管 吸取 上 层 漂浮 的 原生 质 体 时 总 是 会 吸取 了 较 多 的 下 层 溶 
液 ， 这 样 在 重复 漂浮 洗涤 和 最 后 收集 原生 质 体 时 就 免不了 要 多 带 一 些 不 需要 的 原先 的 溶 
液 ， 从 而 影响 漂浮 洗 净 的 效果 。 为 了 克服 上 述 的 缺点 ， 我 们 改 用 了 通 底 的 离心 管 ， 这 种 
改进 能 提高 漂浮 洗 净 的 效果 ， 得 到 较 纯净 的 、 活 力 好 的 原生 质 体 。 


材料 和 方法 


一 、 植 物 材 料 ， 玉 米 (Zea mays 工 .) 在 播种 季节 种 于 实验 地 或 盆栽 于 自然 条 件 下 ， 
50 一 60 天 后 ， 移 至 光 强 在 4000 勤 克 司 以 下 的 荫 处 放 10 一 20 天 ， 取 不 定 根 以 上 第 6 节 至 项 
IAE, HM, JT 乙醇 浸泡 30 秒 钟 后 ， 再 用 稀释 10 倍 的 安 替 福 民 KAM 
溶液 ) 浸泡 约 7 分 钟 进行 表面 灭 菌 ， 用 灭 菌 水 冲洗 4 次 。 以 后 操作 均 在 无 菌 条 件 下 进 
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Ho WEKAW MRA 1 mm 厚 的 薄片 ， 按 每 ml 酶 液 加 入 约 0.5 克 切 片 来 分 离 原生 质 体 。 
4284 (Petunia hybrida Vilm.) 种 子 播种 在 花 盆 中 ， 置 光照 强度 为 4000 HAL PAY 
自然 条 件 下 ， 取 2 个 月 至 现 荤 前 的 叶片 ， 按 玉米 茎 的 灭 菌 方法 进行 表面 灭 菌 后 撕 去 下 表 
皮 ， 将 撕 去 表皮 的 一 面向 下 平 铺 在 培养 钥 内 的 酶 液 中 以 分 离 原 生 质 体 。 酶 液 的 深度 约 
为 1mm。 

二 、 酶 液 的 配制 ， 2 克 纤 维 素 酶 Onozuka R-10 及 1 克 离 析 酶 Maccrozyme R-10 
(Kinki Yakult Mfg. Co., Ltd., Nishinomiya, Japan) 溶解 于 50ml 燕 锦 水 中 ， 
倒 入 直径 为 2.2 cm， 长 25 cm 的 葡 聚 糖 凝 胶 G-25 的 柱 上 〈 玻 璃 管 长 40cm) 待 酶 
液 完全 流入 柱 后 ， 用 蒸 饮 水 洗 柱 。 收 集 前 面 流 出 的 约 80 ml 黄色 酶 液 ， 再 在 此 酶 液 中 加 
A: 0.2M 甘 露 醇 、0.2M RR, 5mMCaCl,-2H,O, 0.7mM NaH,PO,, 0.5% (E 
量 / 体 积 ， 后 同 ) 葡 聚 精 硫 酸 钾 和 0.06% 吗啡 啉 乙 烷 磺 酸 (2-Morpholinocthanesulfonic 
acid)。 用 NaOH 调 pH 至 5.6。 酶 液 用 孔径 为 0.454m 的 微 孔 滤 膜 过 滤 灭 菌 后 ， 贮 存 于 0-C 
冰箱 中 ， 待 用 。 矮 牵 牛 叶 的 分 离 可 直接 用 此 酶 液 。 而 做 玉米 茎 原生 质 体 的 分 离 时 需 再 加 
入 等 体积 的 玉米 原生 质 体 培养 基 (Potrykus 等 197709) 于 酶 液 中 ， 过 滤 灭 菌 贮 存 于 冰 

箱 中 待 用 。 

三 、 处 理 的 时 间 及 温度 ， 玉 米 茎 切片 先 浸泡 在 玉米 原生 质 体 培养 基 中 ，30 分 钟 后 转 
到 酶 液 中 ， 置 25"C 下 6 小 时 ， 在 此 期 间 轻 轻 播 动 1 一 2 Ue, RARE DS PRA, 
直接 铺 在 培养 外 内 的 酶 液 中 ，25°*C 下 静 置 1.5 小 时 。 

四 、 漂 洗 纯化 程序 ， 玉 米 茎 及 矮 牵 牛 叶 的 原生 质 体 漂洗 纯化 的 步骤 都 相同 。 将 已 分 
离 的 含有 原生 质 体 的 酶 液 经 孔径 为 100km 的 尼龙 丝 网 过 滤 后 除 弃 未 被 酶 解 的 较 大 的 残 
酒 ， 在 离心 管 中 加 入 等 体积 的 含有 25% 莽 糖 、5mM CaCl, -2H,0A10.7mM NaH, PO, fy 
溶液 ， 混 匀 后 于 1000 转 /分 下 离心 3 分 钟 ， 原 生 质 体 漂 浮 在 溶 波 表面 。 用 滴 管 把 上 层 含 
有 原生 质 体 的 溶液 吸取 转 入 到 通 底 的 离心 管 中 〈 通 底 离心 管 先 用 细 橡 皮 管 套 上 底部 ， 弯 
转 橡皮 管 后 用 橡皮 图 缠 紧 ， 如 图 版 .1 所 示 )，1000 转 1 分 下 离心 3 分 钟 ， 原 生 质 体 又 漂 
浮 于 溶液 表面 (图 版 1 . 1A) 。 这 时 解 开 橡皮 圈 ， 用 手指 捏 紧 细 橡 皮 管控 制 液体 放出 的 
速度 ， 缓 缓 放 去 下 层 的 液体 ， 留 下 原生 质 体 层 (图 版 1. 1B) 。 将 橡皮 管 再 用 橡皮 轿 扎 
紧 。 向 管 中 加 入 20% 蔗 糖 液 〈 含 有 5 mM CaCl, -2H,0410.7 mM NaHsPO4) 播 匀 使 原 
生 质 体重 新 分 散在 蔗糖 液 中 ， 再 以 1000 转 /分 离心 3 分 钟 ， 健 康 的 原生 质 体 又 漂浮 于 表 
面 ， 放 去 下 层 蔗糖 液 。 再 加 入 20% 芒 糖 液 重复 离心 漂浮 洗涤 1 工 一 2 次 。 (如 必要 也 可 再 
用 培养 基 洗 涤 ，) 将 收集 的 原生 质 体 再 用 培养 基 稀 县 到 所 需 密度 即 可 接种 培养 。 同 时 抽 
样 计数 。 

原生 质 体 的 计数 是 用 0.1 mm 深 的 血球 计数 板 在 光学 显微镜 下 计数 再 计算 产量 的 。 
原生 质 体 的 生长 和 细胞 分 裂 的 观察 也 是 在 光学 显微镜 下 进行 的 。 

五 、 原 生 质 体 的 培养 :玉米 茎 的 原生 质 体 用 Potrykus 等 (3 的 培养 基 ， 做 牵 牛 叶 的 
原生 质 体 用 改良 的 Takabe 等 (9 的 培养 基 工 (加 入 2001/1 BF, 激素 改 为 2, 4-D 1 ppm, 
6-BA 1 ppm) , 经 漂洗 纯化 后 的 原生 质 体 接种 于 装 有 1 ml 液体 培养 基 的 10m] 三 角 瓶 
中 ， 培 养 基 的 厚度 约 为 1 mm。 同 时 做 微 室 悬 漓 培 养 ， 以 便 在 光学 显微镜 下 追踪 观察 原 
生 质 体 的 生长 发 育 及 细胞 分 裂 的 进程 。 
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结果 及 讨论 


用 通 底 的 离心 管 漂洗 纯化 原生 质 体 可 以 得 到 高 产量 的 原生 质 体 。 在 漂洗 纯化 原生 质 
体 的 过 程 中 渗透 压 变化 不 大 ， 保 持 在 约 0.5M 的 渗透 压 下 进行 , 原生 质 体 的 破碎 很 少 。 比 
使 用 Potrykus 等 (3] 的 沉淀 一 漂浮 一 再 沉淀 的 方法 效果 更 好 。 使 用 通 底 的 离心 管 漂洗 纯 
化 原生 质 体 ， 玉 米 茎 每 克 鲜 重 平均 可 收获 6.2 x 105 个 原生 质 体 ， 最 高 可 达 1.5 x 105 个 原 
生 质 体 。 矮 窑 牛 叶 每 克 鲜 重 平均 可 收获 2.7 x 105 个 原生 质 体 ， 最 高 可 收获 6.5 x 105 个 原 
生 质 体 。 表 1 列 出 了 一 些 实验 的 原生 质 体 产量 。 


Rl 漂洗 纯化 后 原生 质 体 的 收获 量 
Table 1 Yields of protoplasts after washing purification 
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了 Protoplasts from Petunia leaves 


# 原生 质 体 数 〔〈x 105)/ 每 克 鲜 重 
Number of protoplasts (x 105)/per gram fresh weight 


A Experime Average 
RE MERO re | | 
Protoplasts from corn stems | 45 2.2 | 15.5 | 7.8 | 1.5 80 | | 9,2 
= BE Er te | y |] | PA u i = pa 
A A mt Mes BE | 4.0 | 2.8 | 65.0 | aro | 27.5 | 27.5 | 27.8 | 27.1 





原生 质 体 产量 是 与 所 用 的 植物 材料 的 生理 状态 密切 联系 的 ， 在 我 们 的 实验 中 ， 栽 培 
植物 的 光照 强度 对 分 离 原生 质 体 的 影响 较 大 ， 我 们 采用 在 自然 光照 条 件 (最 强 照 度 约 
50, 000 勤 克 司 ) 下 栽培 的 玉米 茎 矮 牵 牛 叶片 来 分 离 原生 质 体 都 没有 得 到 较 好 的 产量 ， 
甚至 原生 质 体 完全 破碎 了 。 利 用 在 遮 荫 地 方 ( 照 度 不 超过 4000 勤 克 司 ) 生长 的 矮 率 牛 
叶 ， 玉 米 在 取样 前 10 一 20 天 移 到 迹 戎 地 方 ,这样 可 以 较 大 地 提高 原生 质 体 的 产量 。 其 次 ， 
植物 的 年 龄 也 有 影响 ， 玉 米 茎 在 雄花 序 已 长 到 5cm 长 以 后 ， 矮 率 牛 叶 在 现 鞠 以 后 用 来 分 
离 原生 质 体 都 没有 得 到 好 的 产量 。 

放 通 底 离 心 管 漂洗 纯化 的 原生 质 体 ， 能 完全 除去 细胞 和 亚 细 胞 水 平 的 碎片 (图 版 
1，2，3) ， 每 次 漂洗 可 以 从 管 底部 较 完全 地 放出 废 液 ， 而 不 像 用 滴 管 转移 那样 每 次 
都 带 有 较 多 的 废 液 ， 这 样 就 使 洗涤 酶 液 次 数 减 少 而 洗涤 效果 好 。 用 20% 莽 糖 液 仅 漂洗 二 
次 的 玉米 攻 原 生 质 体 ， 经 培养 后 可 以 观察 到 细胞 分 列 。 对 只 漂洗 二 次 的 矮 牵 牛 叶 的 原生 
质 体 进行 培养 ， 由 原生 质 体 再 生 的 细胞 进行 细胞 分 裂 〈 图 版 1 .4 ) ， 并 能 持续 分 裂 长 
成 细胞 团 〈 图 版 1 5) ， 形 成 愈 伤 组 织 ， 转 移 到 分 化 培养 基 上 已 分 化 出 根 。 

通 底 离 心 管 漂洗 纯化 原生 质 体 是 把 漂浮 纯化 和 洗 净 酶 液 的 程序 同时 合并 进行 的 ， 简 
化 了 实验 步骤 。 同 时 亦 是 获得 高 产 ， 活 力 好 的 原生 质 体 的 简便 有 效 的 方法 。 








版 说 明 
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PURIFICATION OF PIANT PROTOPLASTS 


Zhang Jian-ming Kuan An-xiu* 


(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica) 


ABSTRACT 


The purification of protoplasts from cellular and subcellular debrids by 
floatable washing method with a modified centrifuge tube is described. In -this 
method a modified centrifuge tube, which possesses opened narrow and short 
tube at the bottom, is used. The yield of protoplasts is relatively high by means 
of this purification method. The average numder of protoplasts obtained from the 
stems of corn (Zea mays L.) was 6.2x10° gm”! fresh weight. The average 
number of protoplasts obtained from the leaves of Petunia hybrida Vilm. was 
2.7x10" gm”! fresh weight. After purification the viability of plant protoplasts is 
high. During progress the protoplasts were cultured cell division of corn stem 
protoplats was observed. Cultured protoplasts of Petunia leaves underwent cell 
division and developed into calli. After the calli were transferred onto differential 


medium the roots grew. 
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